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TheanalysisofmRNAexpressionisimpor亡antandusefulinthefieldofmoleculargenetics.
Severaltargetgenesofestrogenreceptorinbreastcancerhavebeeniden亡i丘edandusedforprognos-
ticdiagnosisandtherapy.Toapplythesetechniquestoretrospectiveanalysis,wetriedtoextract
RNAfromformalin-fixedparaffin-embedded(FFPE)anddeterminedtheexpressionlevel、Tissue
pieceswereslicedofffrom6FFPEspreparedindifferentyearsandstoredsince1993to20e6.Then
totalRNAfromeachsamplewasextractedwithaspecializedkit.TheextractedRNAhad
sufficientconcentratiorlandpurityforreversetranscriptionpolymerasechainreaction(RT-PCR).
Theexpression工evelsintheFFPEsweredeterminedbyreal-timePCRusingsynthesizedcDNAfrom
theextractedmRNAexceptonecasebecauseoftheRNAdegradation.WeprovedthatmRNA
expressionlevelcanbedeterminedbyextractionfromFFPEpreparedandstoredjntheappropriate
rnanner.AlthoughFFPEhasbeenconsiderednotsuitableforexpressionanalysis,ourresults
revealedthatsuflicientRNAremainsinFFPEfortheanalysis.FFPEispreparedandstoredinmost
medicalinstitutesandthereforereliableRNAanalysisinFFPEisexpectedtobeanewdiagnostic
toolforbreastcancer.
発 現 が 変 動 す る 遺 伝 子 群 に よ る 細 胞 の 増 殖 や 浸
は じ め に 潤
,転 移 能 の 獲 得 な ど が 密 接 に 関 わ っ て い る こ と
乳 癌 の 発 生 や 進 行 に は,エ ス ト ロ ゲ ン の 影 響 で が 明 ら か と な っ て き た 。 そ の 機 序 は,ま ず エ ス ト
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ロゲ ンが核 内 に到達 して核 内 レセプターで ある工 乳癌の診断マーカー
翻 徴 需 蝿號曇簾 鵬 裏 麟 磁響鵠セイ}幾
離 が変化 し・転写抑制因子の鱗 や転写共役活N・w第3の マ_カ_
性化因子の結合を誘起する。その結果・エス トロ ③ER標的遺伝子の
ゲン応答配列(ERE)を転写調節領域 にもつ遣伝 リン酸化 エストロゲン 発現量とプロファイル
子 の転写やSp1・AP-1結合配列を介 した他 の転PE2
写因子の活性が促進 され,こ れ らが相互作用するER
ことで様々な遺伝子の発現が誘導される。乳癌の
治療にはこれ ら経路の起点であるエス トロゲンシERETa「9etgene
グナルをブロックする方法が有効であり,抗エス 図1.乳癌の診断マーカーの概略図
ト・ゲン剤やア・マター 瑚 害剤などを用いた各 超 離 懲 鋤 囎 徽 縦濃 雛
種 ホル モ ン療法が効 果 をあげてい る1・2)。 されてきた。②GFPア ッセィを用いたER活
これ らの ホルモ ン療法 の適用 や使 い分 けはER性 化能(エ ストロゲンのようなリガンドの結合
発現賄 無ERの標的遺伝子であるプ・ゲステ 満 撒 型蛋傑 麟 聾 淫磨 書城
ロ ンレセ プター(PgR)発 現 の有無が主 な指標 と は新たに ③ERの 標的遺伝子の発現量とプロ
されてい るが,近 年で はさ らにヒ ト上皮細胞 増殖 ファイルを解析することで・症例群の多様化に
因授 容体typ・2(H・2/neu)発現 の撫 によ り 響 しk.kD正確麟 の作成を目的としてい
抗エス トロゲ ン剤 とアロマターゼ阻害剤の効果に
違いが現れるといった新たな要素 も加わ るなど,
症例 ごとの多様性の検討が必要 になってきた3)。 の判定に利用されている。それは乳癌においても
現在 これ らの指標 は免疫染色によるタンパク発現 例外ではな く,上記ERやPgR,Her2などを含む
の有無で判定 されているものの,遺 伝子転写レベ 様々な因子の発現量の測定 による予後の診断は既
ル との相関が明確 に示されているわけではない。 に実用化されつつあり,実際 に欧米ではMamma一
実際最近の我々の研究で はGFPを利用 したERPrint(Agendia社)やOncotypeDX(Genomic
活性化能測定 と免疫染色の結果が一致 しない臨床Health社)の ようなサンプル診断解析サービスが
例が見受けられ(未発表),その原因の解明 も待た 提供されている。
れている。RNAは 非常 に不安定で分解 されやすい物質で
そこで,我 々はこれら診断,予 後因子の発現が ある。解析 にはなるべ く劣化が少な く純度の高い
EIAや免疫染色によってタンパクレベルで既に ものが望 ましいことから,こ れまでの研究や診断
評価 され てい るサ ンプル を対象 とし,新 た に ではもっぱら新鮮凍結切片や培養細胞か ら抽出し
mRNAレベルで解析 した結果 と比較 して相関 を たサンプルが用いられてきた。 しかし本解析のよ
検討する研究を開始 した。すなわち症例の多様化 うな条件 において,そ のような新鮮なサ ンプルの
に対応するために,こ れまで診断に用いられてき 入手は困難である。そこで我々は免疫染色用のサ
たERの 免疫染色や活性化能のみならず,そ の下 ンプルとして保管 されていたホルマ リン固定パラ
流にある標的遺伝子のmRNA発 現プロファイル フィン標本(Formalin-FixedPara田n-Embed一
という第3の 視点を加 えて解析することにより,3ded;FFPE)に注目した。
要素の関係から新たな治療や予後 の基準 を検索す 作製 までに様々な工程 を経 るFFPEを用いた
ることが 目的である(図1)。各遺伝子の機能 はRNA解 析は,一般に困難 とされてきた4)。保管中
mRNAの 発現 によって調節 されてお り,現 在 にRNA自 体が損傷 劣化することに加 えて5),固
mRNAの解析は多 くの疾患において診断や予後 定時のホルマリン自体に多少なが らRNAの 分解
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作 用が ある ことや,ホ ルマ リンに よってRNAの ター においてイ ンフォーム ドコ ンセ ン ト後 に文書
酸 化 や 修 飾 が 促 進 され る こ とで6),解析 可 能 な によ り同意 が得 られた ものの みを使 用 し,機 関の
RNAを 保持 してい るサ ンプル として みな され て 倫理審査委 員会が定 めた手続 きに従 った。
いなか った。 しか し近 年,FFPEに もある程度 の 埼玉 県立 が んセ ンター:受 付番号216,平成20
RNAが 保 存 され,そ れ を抽 出 して解析 に用 い る 年10月21日 承認
とい う報 告がみ られ るようになった7・8)。上述 の乳 東北 大学:受 付 番号2008-442,平成21年1月
癌予 後診 断 サ ー ビスOncotypeDXも扱 うサ ンプ13日 承認
ル はFFPEで あ り,その解析結果 は臨床 において2.組 織か らのtotalRNA抽出
高 い信頼 度で利用 されて い る。 表1に 示 す通 りFFPEを ターゲ ッ トとした ゲ
本研究 で は前記 した ようなmRNA発 現解析 を ノム 抽 出 キ ッ トは様 々 な ものが 市販 され て い る
行 うため に,ま ずFFPEか ら実際 にRNAを 抽出 が,我 々 はRecoverAl1TMTotalNucleicAcid
し,そ れが解析 に耐 え うる品質 か ど うか,ど れ くIsolation(Ambion)を選 択 し,キ ットの プロ ト
らいの期 間保存 されたFFPEま で使 用可能 か,そ コール に従 って使 用 した。その概略 を図2に 示 す。
して実際 に定量解析 が可能 かの検 討 を行 った。 こ 埼玉県立 がんセ ンター病理 部 に保管 されて いた
の解析 で 高 い信 頼性 を もった結 果 が得 られ る とFFPEか ら切 片 を厚 さ40μmで1枚 切 り出 し,
き,新 たにFFPEと い う膨大 な資産 を生かす手法 エ ッペ ン ドル フチ ューブ に入 れ たのちキ ャ ップ を
が提 示 され る。 閉 めて,チューブ ごと液体窒素 につ けて冷却 した。
キシレン とエ タノールで脱 パ ラフ ィンを行い,風
材料 および方法 乾 し た の ち キ ツ ト に 付 属 し て い るBufferと
1.対 象材料Proteaseを 加 えて50℃ で3時 間反 応 させ組織 を
埼玉 県立 が ん セ ンター病 院 にて1993年,2002溶 解 した。溶解反応停 止後 は反応液 をカ ラムに移
年,2006年に作製 された乳癌手術検体 のパ ラ フィ し,遠 心 してRNAを フィル タに吸着 させ,Wash
ンブロ ック を2サ ンプルず っ,計6サ ンプル を使Bufferを2回 通 した。 フ ィルタ にDNaseを加 え
用 した。 て反応 させた のち,さ らにWashBufferで3回洗
本研究 で は乳癌組織 その もの を用いた実験 はす 浄 した。経験上,抽 出溶媒 を高 温度 にす る と収 率
べ て埼 玉県立が んセ ンター にて行 い,東 北大 学で が 向上 す る た め,抽 出 は95℃ に温 め たDNase
は抽 出 したtotalRNAの逆転写以 降の実験,解 析RNasefreewaterで30μ1を2回,計60μ1で
の みを行 った。乳癌手術 検体 は埼 玉県立 がんセ ン 行 った。
表1.市 販されている主なFFPEからのRNA抽 出キット
パラフィン包埋組織からのmRNA抽 出キット
製品名(メ ーカー)原 理 メリット/デメリット
謡 認 鑑 偲 潜'蹴1謡)フ ・ルタ吸着9舗 蒜 認 磁 鼎婚}鞭 が高い
RN泓齢Kitカ ラム吸着9罐1蓼 躊 融 瓢 、
W昼撫 i糟 噛 諾 。踏A液 層分離9織 懸 間/脱パラ不要
FFPEを用いた遺伝子解析がにわかに注目され,抽出キットもいくつか販売されている。その抽出方
法は多様で,目 的や予算,サ ンプル数により使い分けるのが妥当と思われる。
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① 切り出し ③ 洗浄
⑨
◎
② 脱パラフィン ～ 溶解 ④mRNA抽出
図2.ブ ロックの薄切からtota1RNA抽出までの流れ
3.real-timePCRに用 いるcDNAの 合成 表2・real-timePCRの反応条件
組織 か ら抽 出 したtotalRNA1μ9か ら,Ta一 反応系(T・tal20uL)
KaRaRNAPCRKit(AMV)Ver.3.0(TaKa-2×PCRMasterMix10uL
Ra)を用 いてキ ッ トのプロ トコール に従 って逆転primerF/R300～500nM
写反応 を行 い,cDNAを 合成 した。SamPle200n9
4.real-timePCRH20適 宜
合成 したcDNAを 用 いて・乳癌 に関係 す るエス 反応時問
トロゲ ン応答遺伝 子 について,SYBRGreenを蛍
光 指標 とした イ ンターカ レー ター法 にてmRNAH・ldingStage95℃ ・1分間
発 現解析 を行 った。 ↓
ターゲ ツトは・・遺 伝 子 ℃RPL13A塗 イ ンC・di・gS・ ・g・19:::欝 〕45サ伽
ターナ ル コ ン トロール と し て 補 正 を 行 った。 ↓
FFPEに含 まれ るRNAは100～200bpま で切 断95℃ ,!5秒間
され てい るとい う報告 を もとに9,10),各遺伝子 のプ60℃,1分 間
ライマー はPCR産 物 サ イズが な るべ く小 さ くなMeltCurveStage↓
るようにデザイ ン した。加 えてFFPEに 含 まれ る95℃,15秒 間
RNAは 作製段 階や保 管 中の分解 によ り絶対量 が 反応系は20μ1で,キ ットと測定装置のプロトコール
低 下 してい る ことが予想 され るた め,増 幅 サイ ク に従った。FFPEはRNAが分解されて測定値が低 く
ル数は45回と多めに齪 した・なおこの反応にお 蟻 譲誰 僚 獄C慰 葡 矯淵 繰
い て・NegativeContro1として用 いたH20で の 件は,サ ンプル問で変更していない。
増幅 はみ られ なかった。
以 下 の表2,3に 反 応条 件 と測 定 した各遺 伝 子
の名称,プ ライマー濃度 と配列 を記載 す る。 プラ
イマー濃 度以外 の反応条件 はすべ て同 じで ある。
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表3.mRNA発 現解析に用いたプライマー情報
藷(使 用濃度finalr/M)プ ライー 配列 綴 リ(言,ポ
F5'CCTGGAGGAGAAGAGGAAAG3■
RPLI3A500--126
R5■TTGAGGACCTCTGTGTATTT3'
F5'GTGGATGACTGAGTACCTGAAC3'
BCL-2300-119
R5'GCCAGGAGAAATCAAACA3'
F5'CATCTCTCAAGGCCAAGG3'
Efp300--136
R5'GCTACTGTATAGCACTCTGAGA3'
F5'GAGCAGTTTGCTAAACCAAC3'
EGR3500--138
R5'AGACCGATGTCCATTACATT3■
F5'CTCCCACATCAGGCACAT3'
ERα500-94
RstCTCCAGCAGCAGGTCATA3'
F5'GTCTACTGTGGTCGTTACATC3'
HDAC6300--114
R5'GGCCTGACAGTAGTAACAC3'
F5'CGCTGAACAATACCACCC3'
HER2500--96
R5■AGACCCCTCCTTTCAAGA3'
F5'CCACGAGGACCTCTACATCATAC3'
IGFBP4300-111
RstACACACCAGCACTTGCCAC3'
F5'TCTCTGCACCTGAGATGAGA3'
IGFBP5500-一 一128
R5「GTCACAATTGGGCAGGTA3'
F5'GTCTCTGGTAATGCACACTC3'
MIB-1(Ki67)300-99
R5'TCCACATGGATTTCTGAAC3'
FsfAGCTCACAGCGTTTCTATCA3f
PgR500101
R5'CGGGACTGGATAAATGTATTC3'
FFPEに含 まれ るRNAは 損 傷 を受 けて 分 断 され て い るた め,PCR増 幅 産 物 の サ イ ズ は短 め の100bp
程 度 にデ ザ イ ン して あ る。RPL13Aをイ ンタ ー ナル コン トロー ル,そ れ 以外 を発 現解 析 の タ ー ゲ ッ トと
した 。
解 し て 収 量 が 低 下 す る こ とが 予 想 さ れ た が,No.2
結 果 と考 察 の よ う に1993年 に 作 製 さ れ た ブ ロ ッ ク で も20
1.FFPE中 のRNAの 品 質 に つ い て の 検 討 μg以 上 のtotalRNAを 抽 出 で き ,か つ 高 純 度 で
ま ず 切 り 出 し た 切 片 か ら 得 ら れ るtotalRNAあ っ た 。反 対 にNo .6の よ う な2006年 と い う 比 較
量 を 確 認 す る た め,各 サ ン プ ル か ら抽 出 し たtotal的 最 近 に 作 製 さ れ た ブ ロ ッ ク で も10μg前 後 の 収
RNAの 濃 度 と 純 度(OD260nm/280nm比)を 量 しか 得 ら れ ず,か つ 純 度 も 低 い と い っ た 結 果 も
NanoDroP(ThermoScientific社)を用 い て 測 定 み ら れ た た め,RNA抽 出 に つ い て 作 製 さ れ た 時
し た(表4)。 年 度 が 古 い も の ほ どRNAが 劣 化,分 期 の 新 古 が 問 題 と い う こ と は 一 概 に は い え な い 。
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表4・ 各サンプルにおける抽出totalRNA量 判 断 した(図3B)。No.1は イ ンター ナル コ ン ト
S冊 抽出囎NA量26・/28・葎懸 巳;ζ鷺 磐 顕 贈 辮 塑鷲 舗
1g.4101.96たRNA品 質判 定 は概 ね信 用 して よい とい え る。
224、733Lg51993こ の こ とか ら,た とえ抽 出時 に高純 度 で 多量 の
RNAが 得 られた として も,それが必ず しもRNA3!6.9271.98
2002の 品質 の良否 を示す ものではない とい うことが確
427.3851,90 認 された
。
5'8・1731・92
2。062・FFPEの 保 存期 間につ いて の検 討
611.0751.87No.1の ようにRNAに 大 きな損傷 を受 けてい
OD比260/280は,RNAの場合2.0に近いほど純度が る検体 が存在 す るこ とが確認 された ものの,1993
高いとされる。どのブロックでもRNA収量,純度とも 年 に同 じ過程 で作製,保 管 されていた もう一 方の
灘 嫌 礁 編 騰 灘 禦 経過年数と収量 サンプルN・・2は解析に粉1・湘 できる舶 で
あった。抽出以降の実験は6サ ンプル同時に行 っ
たため,少 なくとも本実験の過程が特定のサンプ
サンプル問でばらつきはみられた ものの,収量,ル にのみRNAの 損失や劣化とい う影響 を与 えた
純度 とも逆転写を行 うには十分であったため,ブ とは考 えに くい。これ らのことか らFFPE中の
ロックか らサ ンプルを切 り出す際に設定 した40RNAの 品質 は,作製時期ではな く固定法や保管
μm切 片1枚 という採取量 は概ね妥当であったと 条件などを含めたブロックそのものの状態で決定
いえる。 されるといえる。その中で も各サンプル問で大 き
次 に抽 出 したtotalRNAからRT-PCRで合 く異なるのはおそらく固定時間であ り,特に前述
成 したcDNAを0.1μg用いて実際 にreal-timeしたようなホルマ リンによるFFPEへの影響 を
PCR法によるエス トロゲン応答遺伝子 の発現定 考慮すれば,な るべ く長時間の固定 は避けること
量解析を行 った ところ,サ ンプルごとに様々な結 が望 ましいと思われる。
果が得 られた。 対象遺伝子によっては約80年前 に作製された
通 常RNAの 品質 を判 断 す る と き はRNAFFPEで も検出に成功 した という報告 もあ り11),
Analyzerのような機器 を用いて直接判定 を行 う 適切に作製,保 管されたサンプルであれば,作製
が,今 回は簡易的にRNAの 品質を判定する基準 年度や保存期間に関わらず高品質なRNAが 得 ら
と して,イ ン ターナ ル コ ン トロール で あ る れる可能性が高いといえる。
RPL13Aの発現量 に注目した。サ ンプル間の差が3.FFPEを 用いた発現解析についての検討
小 さく常に一定量発現 しているインターナルコンRPL13Aの 絶対定量値 が極端 に低 いNo.1は
トロールの場合,そ の測定値が低いほど相対的に 品質不良 として解析する際の基準算出からは除外
RNAの分解が進行 していると考えることがで き し,そ れ以外の5サ ンプルについて各項 目の平均
る。そこで各サンプルのRPLI3Aの絶対定量値を 値を求め,そ の値 を基準に発現量の増減 を比較 し
比較すると,それらの値は同一年度でも大きな差 た(図4)。No.1を除 く5サ ンプルはRPL13Aの
がみられ,ま たその値の高低 はRNA抽 出時の収 定量値の高 さから程度の差はあるがRNAが 高品
量や純度 と同じくブロック作製か らの経過年数 と 質で保存されていると判断でき,そ のため各遺伝
ほとん ど関係 しないように思われた(図3A)。特 子の定量値 について も信頼性 は高い と考 えられ
にNo.1は多 くのサンプル と100倍以上の開きが る。
あ り,検出ポイントも検量線外に大 きく外れてい 今回は研究の目的か ら臨床症状によらず無作為
たため,RNAの 分解が非常に進 んでいるもの と にサ ンプル を選択 したこ ともあ り,サ ンプルに
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図3.各 サンプルのRPL13A(インターナルコントロール)絶対定量値
常に一定量発現しているインターナルコントロールの定量値の差は,すなわちサンプル問の相対的な
RNA損傷,分解の度合いの目安になる。A)測定値はサンプルによって様々で,作製年度との関連は
ほぼみられなかった。B)No.2～6のサンプルの測定値は,各々 差 はあるが一定以上の高値を示し,か
つ検量線の範囲内に収まった。ここから今回の解析ではこれらのRNA品 質は十分保たれていると判
断し,逆に検量線から大きく外れたNo,1はRNAの分解が進行していると判断した。
よって遺伝 子 のmRNA発 現 プ ロフ ァイル は様 々 は全 く異 なる発現様 式 を示 すデー タ もみ られ るな
で,例 えばERα とMIB-1の逆相 関や'2),ERαの ど,個 人の症例 の多様 性や個性 をうかが うこ とが
発現が み られたサ ンプル はその標 的遺伝子 で ある で きる。
HDAC6やIGFBPsも 高 い とい った 臨床 報 告 と さ らに,乳 癌 の予 後診 断 の指 標 とな って い る
一致す るデー タが見 受 け られる一 方で,そ れ ら とERとPgRに っ いて,結 果 を以 前行 わ れ たEIA
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図4.各 サンプルのmRNA相対発現定量値
変性していると思われるNo.1を除いたNo.2～6の5サンプルの発現量の平均値に対して,そのサン
プルの発現量が何倍かを示 している。発現様式はサンプルごとに様々で,従来の報告通りのものもあ
れば,か け離れたものも存在する。サンプル数が少ないため全体の傾向は把握できないが,症例の多
様性をうかがうことができる(本文参照)。
(1993,2002)また は免疫染色(2006)によるタン 然 にもこれ らの傾 向 はmRNAの 劣化 が疑わ れ る
バ ク発 現結果 と比 較 した(図5)。 その結果,EIANo.1に も当て はまった。 これ はFFPEか ら抽 出
と免疫 染色 の違 い はあるが,す べ てのサ ンプル に したmRNAの 解析 の信 用性 を裏 付 け るだ けで な
おいて タンパ ク発 現 とmRNA発 現 に相 関 す る傾 く,rnRNA発現解 析が予後 診 断 の因子 と して用
向がみ られ た。す なわ ち,ERやPgRが タ ンパ ク い る ことがで き る可能 性 を示 唆 してい る。ERや
レベ ル で 陽性 と判 定 さ れ たNo.2,3,5(ER),6PgR以 外 のER標 的遺 伝 子発 現 のサ ン プル ご と
(PgR)はそのrnRNA発 現 レベル も高 く,逆 に陰 の多様性 を考 えれ ば,こ れ ら標 的遺伝子 を用 いて
性 と判定 されたNo.4やNo,5(PgR)はmRNA大 規模 な統計解 析 を行 うことに よ り,症 例 の多様
をほ とん ど検 出す る ことがで きなかった。また,偶 化 に対応 す る新規の診断基準 が定義 で きるか もし
108一
ホルマリン固定パラフィン標本を用いたmRNA発 現解析の検討
・・。。 ア 爾ー 一 一 一一一 一一一 一 一 一 一 一一一一一 一{
4003.57i
1.89
91::-i。 。.。.。、L塾 』i
論6論i+/■+/+i班s-/-i+〆 一}+/+lii
iii・1}ii
晶i1∵;3_4}㌦ 一{
図5.サンプルごとのER,PgRのタンパク発現とmRNA発現量の比較
乳癌の予後診断の指標となっているERとPgRにっいて,結果を以前行われたEIAまたは免疫染色
によるタンパク発現結果と比較した。その結果,EIAと免疫染色の違いはあるが,すべてのサンプル
においてタンパク発現とmRNA発現に相関する傾向がみられた。
れない。 時にその組織の半永久的な保存 を可能にする。そ
今回の目的はFFPEからのRNA抽 出,解析の れは世界中のあらゆる施設で利用 されている最も
是非にあり,各年度2つ という少ないサンプル数 基本的な組織保存技術であり,作製方法に大 きな
での試験的な測定実験であった。新鮮凍結切片の 違いがない,す なわちサンプル問で組織や遺伝子
ようなRNAの 品質が高いサ ンプル と比較 しな の保存状態がある程度 は同じであるという特徴が
かったこともあ り,よ り正確 な測定 を行 うための ある。 このFFPEの遺伝子解析 を高い信頼 性を
条件検討には詳細な追加実験が必要である。また,も って行 うことがで きるようになれば,そ の性質
今回はサンプル数が少なかったため濃度測定後に の普遍性 と保存数を利用 した大規模 なretrospec一
即逆転写反応を行い,イ ンターナルコントロ・一ルtiveな 検索や過去の形態学的診断 と対応 させた研
の定量値で品質の良否を検討 したが,実 際に数多 究 も可能 となる。今回のようなFFPEの解析にお
くの検体の解析 を行 う際はそれらすべての検体に ける手法の改良やその実用化が,今 後の様々な研
対 して逆転写 反応 を行 うよ りは,や は りまず 究 に対 して貢献することを期待する。
RNAAnalyzerなどRNAの 品質を直接判定で
きる機器 を利用 し・その損失や劣化の程度の確認 文 献
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